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Bestimmung von Peptidmotiven auf MHC-MolekUlen 



Beechreibung 

Die vorliegende Erf indung betrif ft ein Verfahren zur Bestim- 
iwing von Peptidmotiven bzw. -epitopen auf MolekUlen des Hajor 
Histocompatibility Complex (MHC) sowie die dadurch bestimmten 
Peptidmotive und ihre Vervendung zxir Herstellung eines dia- 
gnostiBchen oder therapeutischen Mittels. 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit MHC-kodierten MolekUlen. Dieses 
Phanomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet ( 1-5 ) . Die Kri- 
stallographie von menschlichen MHC Klasse 1-Molekiilen, HIA-2 
und Aw68, ergab einen Spalt, der durch die al- und a2-Dom&nen 
der Bchweren Ketten gebildet wird (3,6). Man nimmt an, daB 
dieser Spalt die Bindestelle fur antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgroBe enthielten, die 
nicht mit MHC-Sequenzen kompatibel waren und sich an diesem 
Spalt bef anden ( 6 ) . 

Es wird angenommen, daS diese Peptide von intrazellulSren 
Proteinen stammen und an der Zelloberflache prasentiert wer- 
den, um den cytotoxischen T-Lymphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnonnale Eigenschaften zu testen. Es wurden be- 
reits MHC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinf izierten Zellen extrahiert 
(2,4,5,7,8). Auf entaprechende Weise konnen auch Antigene, 
die durch die MHC Klasse II restringierten T-Zellen erkannt 
werden, durch kUnstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-assoziierte antigene Peptide wurden von MHC. Klasse II- 
Molekulen eluiert (10). Aufgrund ihrer Position in der Mitte 
von trimolekularen Komplexen, die aus T-Zellrezeptor, Peptid 
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und MHC-MoleWil besteheu (U), sind die T-2cllcpitope cin 
zentraler Punkt des spezifischen Umminsystems und somxt be- 
steht ein groBes Bedttrfnis nach deia Verst&ndnis der Gesetz- 
Bfifligkeiten ihres Auftretens sowie nach eine». Bestiimmngsver- 
fahren (12-15). 

Die erfindungsgeinaBe Aufgabe wird gel6st durch ein Verfahren 
zur Bestimmung von allelspezif ischen Peptidmotiven auf Mole- 
kulen des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klassen 
I Oder II, wobei man ^ 

(a) durch Aufschlufl von Zellen, die MHC-MoleWile enthalten, 

einen Zellextrakt erzeugt, 
(*b) MHC-Molekfile mit den darauf befindlichen Peptidmischun- 

gen durch ImmanprSzipitation aus dem Zellextrakt ab- 

trennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-MolekUlen und sonstigen 

Proteinbestandteilen abtrennt, 
<d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert, 

und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus der 
Sequen^ierung eines Gemisches, oder aus der Sequenzie- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezif i- 
sche Peptidmotiv ableitet, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man Peptidmotive auf 
Molekulen bestimmt, die aus der Gruppe, bestehend aus HIA-Al 
HIA-A3, HIA-All, HLA-A24, HIA-A31, HLA-A33, HLA-B7, HLA-B8, 
HLA-B*2702/HLA-B*350i, HIA-B*3503, HIA-B37, HLA-B38, HLA- 
B*3901, HLA-B*3902, HLA-B*5101, HIA-B*5102, HIA-B*5103, HLA- 
B*5201, HIA-B58, HLA-B60, ELA-B61, HIA-B62, HIA-B78, HLA- 
Cw*0301, HLA-CW0401, HIA-Cw*0602, HIA-Cw*0702, HLA-Cw4, HLA 
Cw6, HLA-CW7, HLA-DRBl*0101, DRB1*1201, HLA-DR4wl4, HLA- 
DRI7, HIA-DRW52, HLA-DPw2, HIA-DPBl*0401, HLA-DQBl*0301, HLA 
DQwl, HLA-DRl, HLA-DR3 und HLA-DR5 ausgewahlt sind. 
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Durch das erf indungsgenSfle Verfnhrcn verden Peptidmotxve 
besti-oat, welche die Geset«nSBigkeiten beinhalten, nach denen 
MHC-Molekfile Peptide auswShlen und pr&sentieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann sowohl mit MHC-Moiekfilen 
der Klasae I als auch mit MHC-Molekulen der Klasse II durch- 
gefUhrt verden, wobei MHC-Molekflle der Klasse I bevorzugt 
sind. Die Peptidmotive HLA-A/ HIA-B und HIA-C sind Liganden 
far MHC-Molekfile der Klasse I. Die Peptidiaotive HIA-DR, HIA- 
DQ und BIA-DP sind Liganden ffir MHC-Molekfile der Klasse II. 

Bei der lamiunpr&zipitation der IfflC-Molekfile durch das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren werden gfinstigerweise AntikSrper ver- 
wendet, die fUr die jeweils gewunschten MHC-MolekQle spezi- 
nisch sind. Zur Bestimnrung von H-2K-- oder H-2D«» -HolekUlen 
werden bcispielsweise K- -spezif ische AntikSrper (25) oder D"*- 
spezifische AntikSrper (26) verwendet. Vorzugsweise verwendet 
man »onoklonale AntlkBrper, es ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums m8g- 
lieh. AntikSrper, die erf indungsgeaSfi verwendet werden k5n- 
nen, kSnnen ndttels dem Pachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden. Beispiele von AntikSrpern, 
die in der Erfindung verwendet werden kSnnen, schlieflen alle 
Antikbrper gegen HIA-Antigene, die in dem -Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas- des ATCC (American Type Culture 
Collection, X2301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) cr- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschrSnken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Momenklatur) schlieflen 
HB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwEhnten Antx- 
kor^r gegen Haus-H-2-Antigene kbnnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-gebundene Antikorper. Festphasen- 
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gebundene AntikSrper lessen sich euf eine dem Fachmann be- 
kannte Weise hcrstcllen, z.B. durch Kopplung des AntikSrpers 
an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia LKB). Andcrc 
Bcispielc von Fcstphasen, an die Antikorper 2ur erfindungsge- 
mSBen Verwendung gebunden werden kSnnen, schlieBen Agarose, 
cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose und Protein-.G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf zu beschr&nken. Das bevorzngte. 
Verfahren der Immunprazipitation stellt Adsorptions-chromatc- 
graphie mittels AntikSrper, die an aus Cyanogenbroinid-akti- 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestellten 
Kiigelchen gekuppelt sind, dar. 

. Die Abtrennung der zu bestiinmenden Peptidmischungen von MHC- 
Molekulen und sonstigen Proteinbestandteilen erf olgt gUnsti- 
gerweise durch ein chromatographisches Verfahren, vorzugswei- 
se Uber Reversed Phase-HPLC. Dabei hat es sich als gttnstig 
erwiesen, daB die Abtrennung in einem Trif lucres sigsaure/Hz©- 
Trifluoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. Andere 
verfahren, die er.findi?ng8geia8fi zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MHC-Molekttlen verwendet werden kSnnen, schlieBen 
lonenaustausch, Gelf iltration, Elcktrofokussierung, High 
Performance Capillar . Elektrophorese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein, sind jedoch nicht darauf beschiinkt. Ein anderes 
Mittel zur Durchffihrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit eincr Permeabilit&t von 3000 oder 
5000 Oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittels tHPLChdurchgeffihrt^ 

Bei der chromatographischen Auftrennung der Peptidgemische 
kann man in manchen Ffillen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Sc*ritt.(d) des erfindungsgemSSen Verfah- 
rens entweder in der Sequenzierung eines Peptidgemisches , 
wodurbh eine Konsensussequenz fUr die auf dem jeweiligen MHC- 
Molekul.befindlichcn.P^ptidmotive bestimmt werden kann, 
oder/und in der Sequenzierung ..eines definierten Peptids. 
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Als Ausgangsnaterial f fir die Bestimmung von Peptidmotiven 
k&nnen nonnale Zellen, Tunorzellen, als auch durch Vixen oder 
sonstige Erreger inf izicrte Zellcn sowie in vitro kultivierte 
Zellen des Henschen oder von Tieren verwendet werden. Nonnale 
Zellen, die in der Brfindung verwendet werden kSnnen, 
schlieBen frische Zellen, wie 2.B. peripherte Blutlymphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einem 
anderen Gewebe, das MHC-MolekUle exprimiert mit ein, sind 
jedoch ntcht darauf beschr&nkt. In der Erfindung verwendetc 
Tuiaorzellinien schlieBen die Tumorzellen EL4 und P815 adt 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrankt. Virusin- 
fizierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden k6n- 
nen, schlieBen, ohne darauf beschrSnkt 2U sein, JY-Zellen, 
die durch den Epstein-Barr-Virus trans fonnierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein. Die durch das erfindungsgemSfle Ver- 
fahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem folgenden 
Grundpr inzip : 

a) Sie weisen eine allelspezifische Peptidllinge von 8, 9, 
10 Oder 11 Aminosauren bei MHC-Klasse I-Molekfilen sowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei MHC-Klasse II Molekfilen 
auf, 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung -An- 
kerposition" wird verwendet, wenn eine Position ein 
starkes Signal ffir einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
Oder wenn eine Position durch einige wenige Aminosfiure- 
reste mit sehr nahe verwandten Scitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition immer am C-termina- 
len Ende befindet und h&ufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide werden natiirlicherweise au.f MHC-Molekulen 
von normalen, virus infizierten, anderweitig infizierten 
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Oder mit Genen transf izierten oder mif Antigen beladenen 
Zellen praeentiert. 

Pie Scquenzierung der Selbstpeptidgendsche aus den MHC-Klasee 
I-MolekUlen H2K<. , B2K'> , H2D^ und HIA.A2 xeigt exn jewexls 
unterschiedliches allelspezif isches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse l-Molekfile prEsentiert wird. Dxe von K , D«> 
und A2 prasentierten Peptide sind llona»ere, wEhrend dxe K«»- 
prasentierten Peptide Octamere sind, wobei die Icorrespondxe- 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen enthalten, dxe durch 
einen einzigen Aminosfiurerest oder durch einen aus exner 
geringen Anzahl von JtoinosSureresten i»it nahe verwandten 
Seitenketten besetzt sind. Diese Ankerpositionen befxnden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an derselben 
Stelle, sie konnen etwa an Position 5 und 9 (D^ ) oder 2 und 8 

A2) Oder 5 und 8 (K*- ) sein. Die C-terminalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe AminoflEuren. Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen Andnosaurereste kSnnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestimm- 
te Aminosauren besetzt, bexspielswei.e findet »«m hSufxg Pro 
an Position 4 des K--Motivs, Tyr an Position 3 des K«>-Motxvs 
und hydrophobe Rests herrschen an den Positionen 3 des D^- 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Fiir H.2I/« war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2* 

Die durch das erf indungsgeaiaBe Verfahren gewonnenen Ergebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Molekfilen (3,6). Onter- 
schiedliche MBC-Klasse I-Allele unterscheiden sich an diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
vermiitlich darauf xurUckzuftthren xst, daB die Taschen jewexls 
unterschiedliche Aninos&uren aufnehmen kSnnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MHC-Kristallen und dxe 
seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermutlxch 
komplementare Strukturen dar. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf xndung ast dxe 
vcrwcndung der erf indungsge»Sflen Peptidmotive hex exnem Ver- 
fahren zur Herstellung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels. Ein »5gliches Anwendungsgebiet der PeptxdBO- 
live ist der diagnostische Machweis von MHC-Molekfilen. Da die 
MHC-Molekfile durch ihre individuelle spczifische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnachwexs Uber 
Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, wobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder cine Fluores- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird. Andere dei» Fachiaann 
bekannte Markierungen kbnnen ebenso in der Erf indung verwen- 
det werden. Diese Markierungen schlieaen, ohne sich darauf zu 
beschrSnken, radioaktive Markierungen wie z.B. an Th^^oexnTe- 
ste von peptiden gebundenes I'lj oder ta^I, oder oder C 
(beide wahrend deren Synthese in die Peptide eingebaut ) mxt 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach de» 
Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Dxe Markxe- 
rung erfolgt vorzugsweise an Kicht-Ankerpositionen. Dxe auf 
solche Weise gef undenen Korrelationen zwischen de« ^«*^^«^en 
von Autoi^nunkrankheiten und der Expression von MHCMolekttlen 
,ait krankheitsspezifischen Peptidmotiven kSnnen diagnostxsch 
verwertet werden. Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erf indungsge»8flen Peptidsequenzen schlxeBen, 
ohne sich darauf zu beschranken, Messung der Bindungsspezxf x- 
tat von MHC-MolekUlen, Korrelierung der Bindungsspezxfxtkt 
von MHCMolekulen »it Krankheiten, und Bestinonung der Sequenz 
von T-Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubxeren 
geeigneter Zellen, die die interessierenden MHC-Molekule 
expriMeren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mxschung 
von Peptiden, die in das untersuchte Hotiv passen) und Be- 
sti»«ung der durch die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T-Zellepxtops 
mt dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptxd 
(Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. 
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Ein weitercr Gegenstand der Erf indung ist die Vervendung dcr 
erfindungsgei-aflen Peptid«otivc bei einet. Verf ahren zur Her- 
stellung eines Arzneianittels zur Therapie von St5rungen des 
I,»«„syst«.s Oder von Tuaorerkrankungen. Insbesondere kSnnen 
die erfindungsgeaSBen Peptid«otive fiir die Intervention bei 
Autoinmunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie), beispielswex- 
se durch Blockierung beatinnrter MHC-MolekUle sowie durch dxe 
induktion peptidspezifischer Kicht-ReaktivitSt von T-2ellen, 
verwendet warden. Weiterhin ist eine Intervention bei Trana- 
plantatabatoBungen und Graft-versus-Host-Reaktionen auf ana- 
loge Weise ».8glich. Ferner konnen die erfindungsgeinafien Pep- 
tide fur die anduktion oder die Verstarkung bzv. Vermehrung 
von gegen Tumorzellen gerichteten T-Zellen in vitro und in 
vivo eingesetzt warden, insbesondere ffir die Vakzinierung 
gegen Tumorerkrankungen und fiir die Therapie bestehender 
Tumorerkrankungen, wobei insbesondere der sogenannte Graft- 
versus-Leukfimia-Effekt (Sullivan et al., H.Engl. J.Med. 320: 
828-834) ausgenutzt werden kann. Die erfindungsgemSBen Pepti- 
de kSnnen ebenso dazu verwendet werden, T-2ellantworten gegen 
infektiSse oder jpaligne Krankheiten zu verstfirken, indem MHC- 
bindende Peptide, die spezifisch fOr das infektiSse Mittel 
Oder fiir Tumore sind, in ^vivo eingesetzt werden. Altemativ 
kBnnen T-2ellen aus Patienten gewonnen werden, ihre Anzahl in 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Kachs- 
tumsbedingungen, einschlieBend Cytokine, wie z.B. Interleukin 
2, Interleukin 4 oder Interleukin 6 vennehrt und anschlicBend 
in den Patienten zurttckgefUhrt werden. Die erfindungsgemSBen 
Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tumore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren, ein- 
schlieSlich, ohne darauf zu beschr&nken. Melanoma, Brust- 
krebs, Tumore viralen Ursprungs, wie z.B. Burkittslya^^hom und 
solche Tumore, die durch menschlichen Papillomavirus wie 
zervikales Karzinom und andere anogenitale Tumore zu behan- 
deln. Peptide, die von T-Zellrezeptor-Molekiilen oder AntikSr- 
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pennolekaien abstainmen, kSnncn auch ffir die gezielte Maaxpu- 
lation iHununregulatorischer Mechanisnen eingesetzt werden, 
insbesondere £Ur die Bek&npfung von Autoiionuinkrankhciten und 
Transplantatabstoeungen, sowie Graft-versus-Host-Reaktionen. 
in vivo-Verwendungen der erfindungsgemMflen Proteine zur Pre- 
vention schlieBen ihrc Vervendung, ohne darauf beschr&nkt zu 
eein, ale Peptidvakzine gegen infektifise oder i«aigne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieeer Erfindung gesatamelten 
information bezfiglich geeigneter T-2ellepitope «u ihren. Ein- 
bau in alle anderen Arten von Inpfstoffen einschlieBlich 
reko»binante Impfstoffe (einschlieBlich Viruse wie Vaccinxa 
Oder Bakterien wie Salmonella oder l^cobacteria) und Protex- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z.B. 
E.coli) Oder anderen Zellen, einschlieBlich Hefe-, Insekten-, 
Maus- Oder menschlichen Zellen hergestellt wurden, mit exn. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erfindungsgemHBe Pep- 
tide konnen durch den Fachmann routinemMBig bestimmt warden. 
Diese k»nnen in vivo in einem Bereich von 10 |ig bxs 1 g er- 
wartet werden. In vitro-Konzentrationcn kSnnen in exnem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden. Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschrfin- 
ken, einen subkutanen, intranuskul&ren, intravenSsen, intra- 
dermalen und oralen Weg adt ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tide das einem erf indungsgemaBen Peptidmotiv entspricht, W- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verknUpft. 
Ein Beispiel ffir eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycery Icysteiny 1-sery Iserin . 

Die Erfindung soli weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit den Figuren 1 und 2 veranschaulicht werden. 
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Es zeigen 

Fig. la ein HPLC-Profil von Material, das mit Anti-K<« -Anti- 
kSrpern aue P815 Lyseat abgetrennt wurde. 

Fig. lb einen vergreGerten Ausschnitt des Chromatograinas 
aus la (Fraktionen 15 - 35), 

Fig. Ic eine Rechromatographie des in lb mit einem Pfeil 
gekenn^eichneten Selbstpeptids, 

Fig. 2 MHC-MolekUle und ihre Liganden. 



RRjsniel 1 

10 bis 20x10' PSlS-Tunorzellen (H-2K*' ) warden pelletiert und 
30 Minuten mit 250 ml 0,5 % Honidct P40 in Phosphat-gepuf fer- 
ter Salzlosung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenylmethylsulfonylfluo- 
rid (PMSF) bei 4»C gerUhrt. Der ©berstand wurde 5 Minuten bei 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und 4«C) zentrifugiert und 
dann durch eine adsorptionschromatographische Anordnung ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei Saulen mit jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. 
Das Saulenmaterial bestand aus AntikSrper-gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kttgelchen, die aus Bromcyan-aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LKB) gemaB dem Protokoll des Herstel- 
lers hergestellt *mrden. Als Antikbrper wrden jeweils 5 mg 
von K«'-spezi£ischem Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 25) 
Oder Db-spezifische AntikSrper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 ml der Kugelchen gekoppelt. Der Oberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin-gekoppelten Kttgel- 
chen, dann durch eine entsprechende SSule mit Anti-K" -Kttgel- 
chen und dann ffir eine Scheinprazipitation liber Anti-D»»- 
Kttgelchen geleitet. 

Die Kttgelchen wurden aus alien drei SSulen entfernt und mit 
0,1 % Trif lucres sigsaure fur 15 Minuten verwirbelt (7). Die 
iiberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocknet und 
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durch Reverse Phase HPLC nnter Verwendung einer Superpac Pep 
S Saule (C2/C18J 5 pm Teilchen, 4,0 x 250 mm, Pharmacia LKB) 
und einer Pharmacia LKB-Apparatur abgetrennt (4). Elutions- 
nittel: Losung A 0,1 % Trif luoressigsaure in B2O (v/v) , 
LSsung B 0,1 % Trif luoressigsaure in Acetonitril. 

Fur die in Figur la und b gezeigten chromatpgraphischen Tren- 
nungen wurde der folgende Gradient verwendet: 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 

FluSrate: 1 ml /Minute, Fraktion8gr56e: 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen vurden gesammelt und durch Vakuum- 

zentrifugation getrocknet. 

Figur 1 zeigt die HPLC-Auftrennung von immunprfizipitierten 
und Trif lucres sigsaure-behandelten K«»-Molekfilen. Figur la 
zeigt ein HPLC-Profil voii TFA-behandeltem Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti-K«* (durchgehendc Linie) bzv. mit Anti-D'' 
(gestrichelte Linie) pr&zipitiert vurde. Xwischen den Frak- 
tionen 20 und 28 wird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es sich um die gesuchten allelspezif ischen 
Peptidgemische handelt« 

Die Fraktionen 20 bis 28 vurden sowohl aus dem K<*-An8at2 als 
auch von dem Scheinpfazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der "Edtaan-Abbaumethode automatisch sequen- 
ziert (Bdman et al., Bui. J.Biochem. 1: 80-91 (1967)). Der 
Edman-Abbau vurde in «inem Protein Sequencer 477A, ausgestat- 
tet mit einem on-line PTH-AminosSure Analysator 120A (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchgefUhrt. Glas- 
faserfilter wurden mit 1 mg BioPrene Plus beschichtet und 
nicht prazyklisiert. .Die Sequenzierung wurde unter Verwendung 
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der Standardprogra»«« BEGIH-l und ^^^'l^'^^^^^^J^^^^^ 
stexos, durchgefUhrt. Cystein wurde nicht .^fxzxert und 
konnte dcshalb «uch nicht nachgewiesen verden. 

Das Ed«an-Verfahren beinhaltet eine seguenzielle Derivatisie- 
rung und A»inosSurenentfemung vo« »-Ter,ninus, von dencn jede 
chromatographisch identifiziert wird. Da es ungew5hnlich xst, 
icomplcxe Gemische von Peptiden zu seguenzicren, verden dxe 
direkt a«s dem Seguenziergerat gewonnenen Daten prasantxert. 
Tabelle la und b zeigen die Ergebnisae aus zwex Sequenzxe- 
rungsversuchen fUr K--eluierte Peptide. TabelXe Ic zexgt das 
Sequenzierungsergebnis einer Scheinelution «xt T^^spez^f^-- 
sc^n i^tilc^rpern auf PBIS-Lyaaten. Die K--eluierten Peptxde 
haben ein klares iU«inosaure«uster far jede Posxtion von 1 bxs 
9, wShrend das scheineluierte Material durchgehend exn 
gleichfbrndges AminosSuremuster mt einer Abnahme der ^solu- 
ten Menge jedes Rests bei iedeia 2yklus zeigt. Bei den K - 
eluierten Peptiden vurden nur die Reste, dxe »ehr als 50 % 
;u.stieg in der absoluten Menge i» Vergleich »it 
gen oder de» vorVorherigen Zyklus zeigten, als signifikant 
Lchtet und unterstrichen. Die erste Position xst schwxerxg 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklu. gxbt und fiber- 
dies alle im HPLC-Pool vorhandenen freien Aminos&uren an 
dieser Position nachgewiesen werden. FQr die zweite Position 
ist der einzige Rest, dessen Baufigkeit iin Verglexch zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 p»ol auf 875,6 p«ol). Der einzige andere Rest, der exnen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ILliche Seitenkette aufweist. Dies best^tigt die Annahme, 
die aus eine» Vergleich des natiirlichen K- -restrxngxerten 
Influenza-Epitops («it der Seguenz TYQRTKALV) mxt anderen 
restringierten Peptiden is. Einblick auf den Tyrosxn-Rest an 
position 2 resultiert, Dagegen gibt es keinen def inxerten 
juninosaurerest, der fUr die folgenden Positionen 3 b« « 
charakteristisch ist. Es werden bis zu 14 unterschxedlxche 
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Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden He und Leu gefunden. Es gibt keinen Signalanstieg an 
position 10, was darauf hindeutet, daB die aeisten K«»-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht ISnger als 9 Reste sind. Das nattir- 
liche K-.-restringierte Inf luenza-Peptid ist somit ein 
Konapeptid (4). D*is Konsensusscguenximister, das aus diesen 
Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle Ic gezeigt. Am neisten 
auffallend sind Tyr an Position 2 und He oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine griSBere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Bin VergXeich dieses Motive «dt Peptid- 
sequenzen, die K- -restringiertc Epitope enthalten, aeigt, daB 
die Bieisten gut zu dem K- -restringierten Konsensusnonomer- 
Motiv passen (Tabelle Id). 

Der durch einen Pfeil in Fraktion 29 von Figur lb narkierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der Scheinprfiziplta- 
tion wurden unter hSherer AuflSsung emeut chromatographiert, 
wobei das Praktionsvolumen 0,5 Jnl betrug (Fig. Ic). Der 
scharf e spezif ische Peak stellte ein Peptid mit der Aminos&u- 
resequcnz SYFPEITHI dar, das durch direkte Sequenzierung be- 
stimmt wurde. Die IdentitSt dieses nattirlichen 2ellpeptids 
adt synthetischem SYFPEITHI-Pcptid wurde durch Coelution auf 
HPLC bestatigt (Fig. Ic). Die Sequenz paBt zu dem Konsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktioncn 20 bis 28 (Fig. la,b), 
wodurch das Vorhandensein eines spezif ischen K- -restringier- 
ten Peptidmotivs (Tabelle Id) bestStigt wird. 
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Tabelle Id 

Das K** -restringiertc Peptidmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




Y 


















N 


P 


M 


K 


T 








I 






F 


M 








L 












K 


F 


A 


A 


V 


B 


P 


B 


A 




E 


E 


N 


I 


B 


E 


R 




V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 




R 


D 


I 


y 


E 


V 


V 




S 


B 


L 


V 


Q 


V 


T 




F 


M 


S 


R 


S 


F 






E 




T 


L 




R 






Q 




G 












K 
















M 
















T 













9 
I 
L 



Bekannte E^tope* 



TYORTHA LV 
SYFP FTTHI 



I 
V 
I 
L 
R 
R 
K 
S 

s 



y 
y 
y 
y 
y 
y 
y 
y 
y 



A 

Q 
s 

Q 

L 
L 
Q 
1 

V 



V 
L 
V 
V 
N 



K N 

A V 

P S 

P S 



A 
A 
A 

G 
G 
G 
T 
A 
A 



S 

y 
s 
y 

E 
E 
T 
K 
Q 



L 
A 
L 
V 

T L 
T L 
L 
I 
I 



Llterator- 

Probeincpielle stelle 

Influenza ERB MP 147-154 4,29 
Selfaetpeptid P815 

Influenza JSP BA 523-549 30,31 

Influenza JKP BA 523-549 30,31 

Influenza VBB BA 518-528 32 

Influenza JKP BA 202-221 . 30,31 

B£A^4 170-18233 33 

BIA-CW3 170-186 34 

P815 Tumor-Antigen 35 
PlaaiDdiuin terghei CSP 249-260 ' 36 

Plaanxdum yoeli CSP 276-288 37 
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* Peptide, von denen bekannt ist, dafl sic -restringierte T- 
Zellepitope enthalten, wurden gemSB ihrer Tyr-Reste in Ober- 
einstimmung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, daB sie 
natarlich prozessicrt sind, sind unterstrichen. 



peispiel 2 

Elution von Peptiden aus K^- und D»» -Molekttlen 
Detergen2-Lysate aus EL4-Tuinorzellen (H-2b ) wurden mit K^- 
spezifischen und D«» -spezif ischen Antikdrpem, wie in Beispiel 
1 beschrieben, inmunprSzipitiert. Ala D«» -Antik5rper wurde 
B22-249 (siehe Beispiel 1) und als -AntikSrper wurde K9-178 
(IgG 2a, K, 27) verwendet. Die von MHC-MolekQlen dissoziier- 
ten Peptide wurden durch Reverse Phase HPLC aufgetrennt. 
Sowohl Kb- als auch D** -Material wurde mit Profilen eluicrt, 
die in etwa dem K«« -Material aus Beispiel 1 entsprachen, wobei 
jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Praktionen 
20 und 28 eluierte, gewisse Dnterechiede auftraten. 

-restringiertes Peptidmotiv 
Die vereinigten Praktionen 20 bis 28 aus dem D«»-Ansatz wurden 
sequenziert (Tabelle 2a,b) . Die Positionen 2 bis 4 enthielten 
mehrere Reste. Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal fflr 
Asn, Der vorherrschendc Rest an Position 5 der D" -eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn. Das schwache Signal £Ur Asp wird 
durch Eydrolyse von Asn zu Asp unter den Scquenzierungsbedin- 
gungen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unterschiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthielt ein 
starkes Signal fUr Met, ein mittleres fiir lie und ein schwa- 
ches fUr Leu (alle hydrophob). (Die Bedeutung von Met oder 
He in einem D^ -restringierten Bpitop wurde bereits berich- 
tet, siehe 17). An Position 10 war kein Signal, was darauf 
hindeutet, dafl D** -prilsenticrte Selbstpeptide Nonapeptidc 
sind. Das durch diese Ergebnisse ermittelte Konsensusmotiv 
ist in Tabelle 2c gezeigt. Ein Vergleich dieses Motivs mit 
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dem natiir lichen D«> -restringierten Peptid und mit anderen 
Peptiden, die D»» -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
Asn an Position 5 «in unver&nderlicher AnkerreBt des -re- 
stringierten Peptidinotivs scin kann. Die anderen Reste der 
D'» -restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, mit 
Ausnahne von Position 9 (aiit Met, lie oder Leu), die wie eine 
zweite Ankerposition aussieht. 
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Tabelle 2c 

Das D** -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
123456789 
K M 



stark 



M I K 

L . E 

P Q 

V V 



L 
F 



schwach 



A 


A G 


D 


A 


D 


F L 


N 


Q 


T 


Y 


E 


E 


I 


D 




T 


Q 


K 


F 






V 


V 


S 


P 






M 


T 


Y 


S 






E 


Y 




T 






Q 






V 






E 












I 












K 












P 












S 







Bekannte Epitope 



ASKEMM ETM 
SGP SHT PPEI 
SGVENPGGYCL 

s A I N N y . • . 



Literatar- 
Pcoteinquelle etelle 
Infliienza MP 366-374 154 4^2 
j^ieno^drus ElA 38 
Lynphozyten ChariiinBriingitis 
yicus GP 272-293 39 
Simian Vixus 40 T 193-211 40 
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K'»-restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem K«»-Ansatz warden 
seguenziert (Tabelle 3a,b) . Position 3 enthielt ein starkes 
Signal fur Tyr und ein schwaches ffir Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signalc fiir 5 Reste. Starke Signale fUr Phe und fflr 
Tyr nachen diese beiden Reste an Position 5 vorherrschend. 
Die nSchsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale . 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein mittleres 
fiir Met und schwSchere fur He und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fttr irgendeinen Rest, was mit der L&nge des 
bekannten K"* -restringierten natOrlichen Peptide, das ein 
Octamer ist (5), iibereinstimmt. Eine Analyse des Kb-restrin- 
gierten Konsensusmotivs und Vergleich mit Epitopen zeigt zwei 
Ankerpositionen: Tyr oder Phe (beide mit Shnlichen aromati- 
schen Seitenketten) an Position 5 und Leu, Met, He oder Val 
(alle mit fihnlichen hydrophoben Seitenketten ) an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das K^-restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



1 2 



Position 

3 4 5 6 7 

F 

Y 



8 
L 



E'tark 
echwach 



R 
I 
L 
S 
A 



N P 



R 
D 
£ 
K 
T 



T 
I 
E 
S 



H 

Q 
K 



M 

I 

V 



Bekannte Epitope 



RGYVYOGL 

SIINFEKL 
AP GNYPAL 



PxoteijKTielle 
Vesicular Stcnatitia Virus 
HP 52-59 5 
Ovalbumin 258-276 41 
Seniai Virus VP 321-332 42 



Liteiatur- 
stelle 



Belspiel 3 

ELA-A2 . l-restringiertes Peptidmotiv 

Bin Detergenz-Lysat von. menschlichen JY-Zellen mit dem HIA- 
A2.1-MHC-Molekfil (45) wurde mit A2-spe2ifi8chen AntikSrpern 
(BB7.2, IgG2b, Literaturstellc 28) immunprazipitiert. Die vo) 
A2-Molekaien dissoziierten Peptide wurden durch HPLC aufge- 
trennt; Es wurden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und wie 
zuvor beschrieben sequenziert (Tabelle 4). Die zweite Posi- 
tion enthielt ein starkes Signal fUr Leu und ein mittleres 
fur Met. An den Positionen 3 bis 5 wurden jeweils 6 bis 8 
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Reste gefunden. Position 6 enthielt Val, Leu, He und Thr. 
Die folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale. 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches Leu- 
Signal. Position 10 zeigte keinen Anstieg fur einen Rest, «as 
darauf hinweist, dafl A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
Eind. Leu Oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Epitopen kSnnen aiit dem Motiv xn 
tibereinstiinmung gebracht werden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise nSglich ist (Tabelle 4c) . Die Existenz von «ehreren 
Varianten von .A2-Molekttlen kann diese schlechte libereinstia- 
nung einiger Peptide mit dem Motiv verursachen. 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-restringierte Peptidmotiv (HIA-A*0201) 



Position 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




Doninante Ankerreste 




L 














V 


stark 




M 




E 




V 




K 












K 












schwach 


I 




A 


G. 


.1 


I 


A 


E 


L 




L 




y 


P 


K 


L 


y 


S 






F 




F 


D 


y 


T. 


H 








K 




P 


T 


N 












M 




H 




G 












Y 




S 




F 












V 




R 




V 


B 









Bekannte Epitope 

lateratur- 
ProbeingiieUe stelle 
ILKEPVHGV BIV Beverse Ttanslcriptase 

461-485 *3 
GILGFVFTL jnflaenza Jfatriaqprotein 57-68 44 

ILGFVFTLTV Influenza Hatri>?«rotein 57-68 44 

FLQSRPEPT HIV Gag Protein 446-460 46 

A M Q M L K E . . HIV teg Protein 193-203 46 

PIAPGQMRE HIV Gag Protein 219-233 46 

QMKDCTERQ mv Gag Protein 418-443 46 
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Tabelle 5 

Das HLA-A*0205-restringierte 
a) A*0205 

Dominante Ankerrcste 
Andere 



PCr/EP93/03175 

26 - 



peptidmotiv 

Fosi^on 
123456789 

L 

V Y G V I Q K 
L P E Y V 
I F . D L T 
Q I K - I L 
M M A 



Tabelle 6 

Das H-2Kk -restringierte peptidmotiv 



Schwach 



Position 
12345678 



Dominante Ankerreste E 
Stark 



K 
N 
Y 
H 

V Q L A K 

F I G K 

L P H 
F T 
p V 
H F 
T S 



I 
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Tabelle 7 

Das H-2K'="'-restrihgierte peptidmotiv 



Doninante Ankerreste 

Stark 

Schwach 



Position 
12345676 



E K 

Q M P A R 

G Q R y 

P G K 
H 
P 

y 



peispiel 4 

Peptidmotive von HLA-Al, HIA-A3, HLA-AU, HLA-A24, HLA-A31, 
HLA-A33, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B*2702, HLA-B*3501, HLA-B*3503, 
HIA-B37, HIA-B38, HIA-B*3901, HLA-B*3902, HLA-B*5101, 
HLA-B*5102, HLA-B*5103, HLA-B*5201, HLA-BSS, HLA-B60, 
HLA-B61, HLA-B62, HLA-B78, HLA-Cw*0301, HLA-C»f*0401, 
HLA-Cw*0602, HLA-Cw*0702, HLA-Cw4, HIA-Cw6, HLA-Cw7, HLA- 
DRB1*0101, DRB1*1201, HLA-DR4wl4, HLA-DR17, HLA-DRw52, HIA- 
DPw2, HLA-DPB1*0401, HLA-DQB1*0301, HLA-DQwl, HLA-DRl, HIA- 
DR3 und HLA-DR5 

Die Bestinffliung dieser Peptidmotive erfolgte entsprechend den 
Beispielen 1 bis 3. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 6 bis 
24 dargestellt. 

Die Peptidmotive HIA-A, B und C sind MHC-Klasse I-Liganden. 
Die Peptidmotive HLA-DR, DQ und DP sind MHC-Klasse II-Ligan- 
den. 
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i,. A^r Reael be! alien natfirlichen 
„dere »ls die angegebenen «*«r.ste, n 

2„ei weitere Aminosauren eingeschoben fiind. 

Hilf sanlcer: Diese verden bevorzugt, jedoch nicht obUgato- 

der Kegel zuaindest ein Teil davon benutzt. 

».o*n<rlich einer Proteinsequenz wird 
Bei der Epitopvorhersage bezttglich einer 

^„ zwecloaaBigerweise folgender»aflcn vcrgehen. 

enthaltene 

z::^ r::i:r.crrer.iende ...... 

den alle AnKer, u _ tevorzugten Resten kompen- 

durch fibereinstimmung in anderen bevorzug 



siert werden. 
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„„. dies zu verdeutlichen, sind bei den Ligandenbeispielen die 
prrnir^Xerres^e doppel., die ande.en bevor.ugten Ke.te 
einfach unterstrichen. 

^rxLttl^ Fositionen (Er.t«: Anker - Relative Po.xt^^on I) 
di. »ahl aer ^no.l>»«reete -i-f" -^^7^ 
„„! L .«t«. Anker bei Klasse II-Ug.nden v.riab.1 l.t (« 
r,e„».tz ru Kla..e I-Li,and.n,. In d«. Tabellen «8 - 50 ..nd 
die HoUv:e in den eb£ElBlSE Po.ltlon«. «.9.g.b.n. 

Die Vorgeh.n»eie. bei der Epitop-Vorhereage innerhalb .in«: 
Pretein.e,uen. wird Shnllcb .ein «i. bei Klae.e I, nur daB 
,„„ vomherein die Sequent nach flbereinstl^nn, -it ^nde- 
eten. 2 Wkerresten (davon einer Anker X) abgeaoeht w^rd. 
«erdln auf dle.e Weise ..ehrere Ligandenkandidaten erhalten, 
::ln .ur weiteren Einengun, die anderen — f ~ -^^^^ 
verglichen und .chlieBlich auf Bbereinstla^nn, mt de« (n^cht 
au!x-epezifiechen) Proze..ier«n,.-<.tiv (Protexn an. abeolu- 
ter position 2 bzv.. 12 bis 1«) geprtft. 

in der position 2 der untersuchten 

Ligenden find.t sioh ein sehr atarke. Pro-S.gnal. 
Prlsignale ftnde. sioh i. Bereioh des C-Tena^ua- W"- Pro 
Signale scheinen ein bevorxugte. «.rk«l von "•^^^l-^^" 
Klasse Il-Uganden .ain. Das Prozessxerung««.tlv ffir BL» 
Klasse II-Liganden ist daher wie folgt: 

absolute Postion 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 « " 
p p P P P P 

in den Tabellen 39 - 47 liegt der er.te Anker 1- allge~inen 
i. Bereich der «bS2l!it£n Positionen 3 - 5 Oder 4 - 6. 



wo 94/11738 



- 30 - 



PCr/EP93/03175 



t (link,, slnd in d.r HBC-Spalte durch .11. -.p.z.fx.=he 
,.sch.n v.r.nk.rt. Belde Enden der Sp.lt. ..nd o«.n, d.h. 
rir^i,.nd«. ,12 - 25 R..t., durcfchnittlich 15 - 16 B..t., 

htafi. Pro, v.r».tli=h .1. Ergebni. .in.r ,.^nop.pt.d....Ictx- 
vmt Hi. .«. Figor 2 h.rvorg.ht, ist di...r Pro-Be.t nxcht 
.n d.r Bindnng nit d.r MHC-Sp.lte teteUigt. D.h. ' 
:^Z^)cJ. HBC II-bind.nd.. P.ptid«=tiv d.n 8^K..t 
„Uht .nth.lt.n, sond.m b.,innt vorzng.«eXBe erst d«. 
.rsten «nk.rr..t. -.r »h.tW «A.=h.n d.n H-T.rmni und d«. 
.r.t.n »nk.r let 5 t 1 Bost. £Br dl. Meh«.hl d.r Lx,«KJ.n. 

i^v,**.!, Anker und dem C-Terminus ist 
Der Abstand zwischen dem letzten Anker una a 

nicht konstant. Die Hauptunterschiede zu Lxganden der Klas-e 
I (rechts, Bind die feste Bindung der Peptidtermxni innerhalb 
der Spalte und die besser definierte L&nge der Lxganden. 

Der untere TeU von Figur 2 .eigt die hypothetische Bindung 
von Klasse II-Liganden an ihren Rezeptor. Der Ligand xst *1b 
Peptidrackgrat in einer langgestreckten Orientierung darge- 
steUt. Der erste hydrophobe Anker ist am a-Bnde der Spalte 
und der Ictzte am entgegengesetzten Ende. Der zweite Anker 
ist etwa in der Mitte, vo sich a- und B-Domanen treffen. 
Somit sti^t der Abatand zwischen dem ersten und dem letzten 
Anker mit der LSnge der Spalte ttberein- Die relatxv konser- 
vierten Cbarakteristiken des ersten Ankers (hydrophob/aroma- 
tisch) den untersehiedlichen Allelen kbnnen das Fehlen eines 
verst&rkten Polymorphismus in den DNA-Genen viederspxegeln, 
wahrend der zweite und der letzte Anker dem Einf luB der poly- 
morphen B-Ketten ausgesetzt sind. 
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Tabelle 8: 

Ankerreste 

brw. Hflfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 

Bdspiele 
ffSrUganden - 

tabelle 9: 

Ankerreste- 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



- 31 - 



HTA-Al-Motiv 

Position 
12345 6 289 

T D L Y 

S E 



L P GG 
GNV 
I YI 



AT DF KF A MY 
I ADMGHLKY 
MI EP RT L Q Y 
YTSDYFI SY 
L T DP GV L D Y 



HlA-A3-MPtiv 

Position 
12345fiZ80 10 

L M EE 

V ML Y 

M F M F 

V F 

T 

L 



I F I 0 

Y P S 

V T 

K K 
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Tabelle 10: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Beispide 
fur Uganden 



Tabelle 11: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



PffA.All.Motlv 

Position 
1 2 2 4 5 6 7 



V 
I 

F 
Y 
T 



M 
L 
F 
Y 
I 

A 



8 9 10 11 
K K K 



N 


P 


P 


I 


L 


R 


R 


R 


R 


D 


G 


I 


V 


I 


K 


D 






E 


D 


F 


M 


Y 


N 








0 


E 


V 




V 


E 








K 


M 




F 


Q 








M 


K 


P 


E 


A 


E 


K 


R 


K 


I 


L 


P 


P 


L 


S 


P 


Y 


F 



AVI 

H!A.A2A-Motiv 

Position 
1 2 3 4 S 7 8 9 
Y 



I F 
V 



I 
L 
F 



K 



bevorzugte Reste ND QE 

L 
M 
P 
G 
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Tabelle 12: 

^TyASl-Motlv 

Position 
I2345fi789 

Ankerreste 

brw. Hilfsankerreste f 

Y V 
F I 

T 



F E VERN 
L GF RF Q 
Y S L T 
WV Y H 
T W L 
Y 



RGYRPRFRR 
K V F OP I HER 
K I MKWN Y E R 
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Tabcllc 13: 



^/^.Af^a-Motiv 

Position 
123456789 



Ankerreste 

brw. HUfsankerrcste A 

L 
F 
Y 
V 



T L P P I 

bevorzugte Reste ^ L 



besonders 



E E F H V E 
N GP YT M 

S V S 

HL 

P W 



-Caen ironr.r. 

EY Y GS F VT R 
DY I HI R I OCR 
EI MKWNRER 
. EVL Dl F QDR 
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Tabelle 14: 



Ankerreste 



ffl.A,-R7.Motiv 

Position 
123456789 

P I- 
F 



sonstige 

bevorzugte Restc 



A 
H 
S 



Tabelle 15: 



D D D F L 
E E P T V 

QGI R 
KHV L 

y L I 
F K 
MS 
NT 
AP 

HTA.B8.Motiv 



Ankerreste 



Position 
123456789 

K K 1/ 
R 



besonders 
bevorzugte Reste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



G 
L 
I 



E 


NEE 


0 


QHQ 




H MH 




I S 




L 




Y 




V 


D 


E N L 1 


H 


MD V 


L 


S Q D 


S 


T S T 


T 


F T 


R 


Y 


G 




K 
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Tabelle 16: 

l^j A|-p*9.7n2>Motiv 

Position 
12 3 4 5 6 7 8 9 

Ankenreste 

R ' 
Y 

I 

L 

W 



sonstige 

bevorzugte Reste 



K F GI I y K 
L P KVL V 
XKEY VD 

D V RT E 

E MD F R 

QT H 

T E 

S 0 



Beisplele 
fur Uganden 



S R D KT I I MW 
GR L T KHT KF 
RRF VNV VP T ; 
KRY KS I V KY 
KRKKA Y ADF 
KRGI LT L KY 
GRFGVGNRY 
GRF KLI VL Y 
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Tabelle 17: m.6-P'?fi01-M0tiv 

Position 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ankerreste YY 
brw. Hllfsankerreste F * ^ 

MM 
L V 
I 1 



sonsOge 

bevoraugte Reste 



MA I KDI V E 

V L D I 0 N 0 

Y F E VKE V 
R V GT V 9T 
D MP E L T 

E GMK 
T L 
Y M 
N 



Tabelle 18: 

Position 
123456 7 8© 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste P ^ 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Al EGDQQF 
D L K V E N R 

MNHVT 

V HI 

R 
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Tabelle 19: 



/^.B.^7.Motlv 



Position 
1234 5 6789 



AnkerrcsU 

bzw, Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



D 
E 



K H 
QP 
G 
S 
L 



V 
I 
A 
M 

T 
R 
D 
G 
H 



F I 
ML 
L 



QT 
KE 

y N 

L D 

0 
G 
H 



Tabelle 20: 



Ankerreste 



fj^A-Rafi-Motlv 

Position 
123456789 

F 
L 



sonstige hmv Y K I 



P DP VT N N 
WELAK R 
YSVER T 

N GN 

M L H 

V K 
S 



F HAGVl S VL 

QYDEAV AQF 
YPDPANGKF 
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Tabelle 21s 



Ankcrreste 

bzw. Hllfsankcrrestc 



- 39 - 

HT-A-R'-^QOl-Motiv 

Position 
12345fi789 



R 
H 



I 

V 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Tabelle 22: 



Ankcrreste 

bzw. Hilfsankerreste 



A D V N N S 



DEY 
I Gl 
L P L 
F KF 



Y 
F 



K 
R 
E 
T 



V 
M 
S 
T 

y 



T 
G 
K 
N 
P 



■Hf^-pagn2-Motiv 

Position 
123456789 



K 
9 



I 
L 
F 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



K 
A 



AGNVVT 
I P E Y L S 
GT T R 
P HY 
OF N 
S I D 



F 
M 



F 
V 
N 
L 
T 
Y 
E 
H 
S 



MH 

P 

R 



i 
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Tabelle 23: 



Ankerreste 

b2W. Hilfsankerreste 



HT^-B*5101-Mo«v 

Position 
12345 6 789 



A 
P 
G 



F 
I 



sonstige 

bevorzugte Reste 



I WI GVN 


K 


T W 


L F L V T I 


Q 


M 


V MI GL 


R 


V 


Y F KA K 


E 




WEI 0 






YDS 






V 






E 






H - 







D 
R 
N 



Beispiele 
fur Uganden 



YPFKPPKV 
DAHI YL NHl 
T GY L NT VT V 
XA Y AL NHT L 
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Tabelle 24: 



Ankeireste 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA-B*5102-Mofav 

Position 
12^456789 



P y 

A 

G 



I 
V 



sonstige 

bcvorzugte Reste 



F GV I RT 
V E 9 N E R 
L K NQQY 
I L GT K 
TT 

Q 
R 
N 
H 



Tabelle 25: 



Ankerreste 

Oder Hilfsankerreste 



^TA-B»S103-Motiv 

Position 
12 2 4 5 6 7 



AY 

P 

G 



V 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



F F 
WD 
L 



EGI 
L A K 
N VT 
R N 

GO 
QM 
T R 
V 
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Tabelle 26: 

^^A.R'SSni.Motiv 

Position 
12 2 4 5 6 7 8 

Ankerreste ^ t t 

bzw. Hilfsankerreste y i V 

W V 



bevomigte Restc V M I L M K K 

L F L I F N E 

I P P V A L Q 

DP T T Y 

KKGS 

E 

A 



TGYLNTVTV 
^ V QT I MP QL 



PCr/EP93/a317S 
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Tabelle 27: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



yftA-B58-Motiv 

Position 
1231S6789 

A P V F 
S EI W 
T KL 

M 

F 



1 I RN L MK 

L T F NT 

V Y 
F W 

Y Q 
N 

Q 



Beispiele 
fur Uganden 



KA GQV VT I W 
AGDRT F QKW 
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Tabelle 28; 



HrJV-B60-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

b2w. Hllfsankerreste E I L 

V 



sonstige 

bevorzugte Reste A P L K L K 

VKI NYR 
I D V P MQ 
LGDV 
MNT I 
F QN D 
S T P R 
D GO 
N K 
0 

Beispiele 

fiir Liganden K E S T L H L 

H E AT L R 
YEI HDGMNL 
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Tabelle 29: 

HTA-B61-Motiv 

Position 
1 2 2 4 5 £ 7 8 

Hilfsankerreste 



B r 


I 


I 


L 


L 


F 


V 


V 


Y 




w 





sonstige 

bevomigte Reste PMEVNYKA 

T GI V S P 
PL L 
S M W 
N D I 
DG T 
K V R 
A F D 
RN Q 
N S G 
OK 

Beispide ^ „ 

mrUganden GEFGGFGSV 

EEFQFIKKA 
GE F VDL Y V 
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Tabelle 30: 



Ankerrcste 

Oder HUfsankerreste 



A.Bfi2-M6tiv 

Position 
12 3456789 



9 
L 



I 
V 



F 
Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MKP G VV Y 
V A E L T T V 

N G F G L T 

F DT 1 I 

P 

Y 

H 

R 



Beispiele 
fur Uganden 

Tabelle 31: 



Ankeireste 

bzw. HUfsankerreste 



V L KP GMV VT F 
YLGEFSI TY 



HIJV-B78-Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 6 2 £ 



P 
A 
G 



I 
L 
F 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Y E D 


A K 


DDG 


V S 


WG V 


N 


L N 


K 


V R 


Q 


SQ 


E 


QS 




RT 




N 
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Tabelle 32: 



Ankerreste 

brw. Hllfsankerreste 



Position 
12245£789 



V P 

I 

Y 

L 

M 



r 

Y 



L 
F 
M 
I 



sonstige 

bevorzugte Reste R E R N M Q T 

N K 
S 
M 



Tabelle 33: 



Ankerreste 

bzw. Hllfsankerreste 



pTA-ru>*(um-Motiv 

Position 
1 a 3 4 5 fi 7 8 9 



Y 
F 



V L 
I - F 
L M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



P DD A X K 
H E H AS 
P M XH 
XT K 
R 



Wb 94/11738 
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Tabelle 34: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



pA-<>y*p602-Motiv 

Position 
12345£7 89 



IV 
L I 
F L 
M 



L 
I 
V 
Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



I 
F 



P P 
R I 



KARY 
T K E 



K 


G D 


S QQ 


Y 


F Q 


N N 




Y L 


R 




K 


G 




N 


T 




A 


S 
K 



Beispiele 

furUganden YQFTGIKKY 

VRHDGGNVL 
F AF IP L I QRV 
X Q R T P K A G L Y Y 
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Tabelle 35: 

Position 
I234£fi789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste Y VV Y 

YI F 
I L L 
L M 

r 

M 



sonstige 

bevorzugte Reste R P D T A Y E 

DGE RMA 
A V N F 
0 RD 
P VK 
S F 
G E 

Beispiele 

furUganden KYFDEHYEY 

RYRPGTVAL 
NKADVI L KY 
I Y P Q N V I L Y 
1 RKP Y I WE Y 
N Y GGGN Y GS GS Y 
FYPPYLY 
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Tabelle 36: 
ffT^-yar^Motlv 

Aidcer 
stark 

schwach 



Position 

123456789 



r 

FPDBAVAH 
0 MINK 
Ii £ 
H 

N N R F S Q I 
E R T H Q S 
G D K D P 
P F r r 
K H N G 
Q M E T 
G K Y 
H P 
L S 
S 
T 
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Tabelle 37: 
1^ A-pi»«.Motiv 

Anker 
stark 

schwadi 



Posfion 

1234 56789 

L 
I 
H 
V 

© D 1 V R K 
I E M I N F 
F P F Q V 
Y N E 

D 

IP GGLA^fS 
r R V T K 
K T 
G 
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Tabelle 38: 
pT.A.fHg7-Motlv 

Posilion 

123 4 56789 

Anker Y ^ 

r 

Y 
a 



stark p D Y Tf 

F S K I 
P V 



schwach p N i T M A 

r G r A ? E 

R V Y k 

A V s 

M D 



Denmach haben HIA- Cw4-. Cw6- und Cw7-Uganden folgendc 
Eigenschaften: 

1. ) Obenviegcnde Lfingc von 9 Amlnos§uren (langere und kOrzcre Peptide 
' konnen vorkonunen) 

2. ) tJberwicgcnd aromatische Reste F oder Y an Position 2 

3. ) tlbcnvicgcnd hydrophobe Rcstc V. I. L. F, A an Position 6 rHilfeankcrl 

4. ) Hydrophobe Reste L. F, Y. M. V am C-Tennlnus 

Indivlducllc Unterschiedc dcr Uganden-SpezlfitAt von Cw4, Cw6. und Cw7 
gehen aus dcilTabeUcn hervor. 
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Tabelle 39: 



Ankerreste 



^|A.ppRi*nim-Motiv 

Relative Position 
■10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 



Y 

V 

L 

F 

I 

A 

M 

W 



L 
A 
I 

V 
M 
N 



L 

A 

I 

V 

N 

F 

Y 



bevorzugte Reste, 
polar Oder geladen 



K 

Q 
E 
N 
D 
R 
H 



K K 


E 


H H 


K 


DD 


0 


RR 


R 


E E 


D 


DD 


Q 


RR 


H 


OQ 


D 


H H 


R 







bevorzugte 
klelne Reste 



A A 
T S 



S A S S 
T GT T 
P P S P 

T 

P 
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Tabelle 40: 



Ankerreste 



Relative Position 
10 1 2345£789 10 



I 


L 


V 


Y 


L 


M 


Y 


F 


F 


N 


F 


M 


Y 


V 


I 


I 


V 


A 


N 
A 


V 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen 



bevorzugte 
kleine Reste 



N 


k 


K . 


R 


D 


K 


0 


E 


K 


R 


E 


E 


0 


H 


H 


D 


R 


R 


0 


E 




H 


H 


D 


K 




D 










A 


GA A 


A 


A 




T 


P GG 


G 


G 






S T 


S 


S 






T P 




T 



s 
p 



Beispiele 
far liganden 



SSVI ILNIfiVfi^YXQT 
! lCLLNENS]rVP 
GPDGRLLBGYDOFA^fiGK 
SDEKI EMNR^VRNNLR 
I N OK GL S GLflE L BE L 

EALi HQLKJ NP^VLS 
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Tabelle 41: 

p A-pTtAwl4-Motiv 

Relative Position 
-10123456789 10 

Ankerreste ^ 

IP I 

L Y V 

MI I' 

V V M 

Y L Y 
F M A 



bevorzugte Reste, 
polar Oder geladen 



bevorzugte 
kleine Reste 



H 


K 


QDD 


Q 


R 


N H H 


N 


Q 


EQ9 


E 


N 


DN N 


D 


H 




Q 






R 








A 


GT A 



T S 



£den GSASMRYEHIAMSRPGRGEF 
furUganden VDDTfiFVBEES D^AS QRMEP 

YDNStKl i SHASXTTN 
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en >- ►J fc. 
001 ^ 



^ CO > cu >- cu O) J O 

mcaQDQIIQllQllQllQO 

O H HJ>W >X 

Q CD aH<HQO)Wfc- 

w 2 2 Q CS « ►J X 



o 
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Tabelle 43: 



Relative Position 





-10 1 


2 3 4 


5 


6 7 8 


9 10 


Ankerreste 


F 


N 




L 






I 


L 




Y 






L 


V 




1 






Y 


I 




V 






M 


Y 










A 


A 








sonstige 

bevorzugte Reste 


E A 
KT 


A A 


A 
E 


T 
G 


E 
K 




0 




R 


K 


9 




N 











Beispide 
fur Liganden 



S L QF GYfiT GVI NAP 
SSVl I LNTgVfi^YXQS 
NFERNKAi KVI 
VTRY I YfiBEE Y ARF 
V V AP F MAfil P t L L Y 



Q 
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Tabelle 44: 

Relative Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Ankerreste ^ F I 

L L A 

M MM 

V Y V 
W 
Y 



R 



D 


N 


N 


H 


D 


Q 


0 


H 


H 


R 


K 


R 



bevorzugte Reste. 

polar Oder geladen ^ 

Q 
H 
K 
E 

S s 

bevorzugte . «p 

kleine Reste T A 



Beispiele frKFHYLPFLPSTEDV 
mrUganden p ^ S F rII S Y | P F L P S 

VTMKfElQtFHTI GVE 
ADEKKFWGKYfeYEl ARRHP 
DSFKLQTKEFaVLKSLG 
GEPLSYTRFS^ARQVDG 
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2 ID ODZ id OS H *J 

O) H < Cu < 

CO 



CO £ (o z x am i< ou a. ^ 

3 CO <OhW CXXIH 



M fc. M s J ^juMiai 

H > « 
Q to 



. c 

in CJ ^ 



a 



« fc §^ t-s 

c Do oJJ oSP 
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Tabelle 46; 

,<\ -pPB 1 *Q Am -Motiv 

Relative Position 
-10123456789 10 

Ankerreste 

r 
L 

y 

M 

I 

V 
A 



F V 

L Y 

y I 

M A 

V L 
I 

A 



bevorzugte Reste. • 
polar Oder geladen K. w 

R 



E E 

N 

0 



bevorzugte 
klelne Reste 



A 
V 



Beispiele^ ykkYFAATQEEPYNN 
furUganden q P g| P i D V Q Y D L Y L N V A N R R 
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Tabelle 47: 



Ankerreste 



| fy.A-nQwl-Motjv 

Relative Position 
-10 123456789 



L 
F 
N 



F 
Y 
V 



L 
I 

W 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



E A P 
R E 
T G 

H 

N 

Q 
R 
S 
T 

Dl LRSX Y ADWY QQ KP G 
£KIi,DI DRFEP L 
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Tabelle 48a: 



HtA-DRl-Motlv 



sehr Stark 



1 2 9 4 5 6 7 8 fi 10 11 12 13 14 15 16 17 16 19 Z> 



Stark E DFRI.RN KT 

? T H M N P D . 
y I S G P 
K K 
V 

SChwach GDPQDNaSMQRAKFE 

GtYGM. qTaMQlA Q 
iNAISvQsa I 
NINaacal T 

L E 1 g 1 V 

K G V V 

M L e 

T H 

D S 

E 

Q 
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Tabelle 48b: 



InteipfTctation: 



1 2 3 4 5 6 7 8 8 tO 11 12 13 



END 
D K Q 
N D N 

E E 

Q 



M M M 
X A 



I F F I 

L Y Y M 

M A I A 

F L A V 
M L 
V 



Demnach haben naturUche DRl-Uganden folgende Elgenschaften: 

1. ) L&nge ubenvlegend mehr als 11 Aminosauren (ist bcreits bckannt) 

2. ) Uberwicgend P an zwciter Position 

3. ) Polare/geladcne Reste E. D. K N. K, 0 an Position 2. 3 oder 4 

4. ) Hydrophobe Reste I. L. M. F, A an Position 3. 4. 5 Oder 6 

5. \ Hydrophobe Reste M. A oder L an Position 9. 10 oder 1 1 
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WT^-PRS-Motiv 

Sehr Stark 
stark 
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1 


2 


3 


4 


5 




7 




9 


10 


11 


12 


13 


« 


15 


16 




P 






























A 




R 


D 


D 


D 


R 


Q 


R 


L 


L 


T 


F 




S 


A 


I 




Q 


F 


L 


Q 


D 


X 


K 


U 


E 


V 


L 


K 


T 




P 




L 


L 


S 


K 


K 


r 


S 


K 


Q 


L 


Y 


y 


H 




V 




F 


A 


t 


S 


Q 


D 


£ 




F 


G 














G 


I 


y 


Y 


H 


T 






A 
















E 


M 


Q 


M 




N 


N 




















D 


T 


I 


P 




£ 


d 




















I 


R 


F 






G 


H 

















Q 

G 

V 
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Tabelle 49b: 
Interpretation: 

1 2 3 * 5 6 7 8 9 10 11 12 W M 15 16 



L F L 

F L I 

I I y 

Y F 

M 

X 



L Y F F 
F L L Y 

A y 



D D D D Q D 
R 0 K K K K 
Z Q Q R R 
Q REE 
H V 
H 

Demnach habcn naturliche DR3-Ijgandcn folgende Eigenschaften: 

1. ) wic bel DRl 

2. ) wie bei DRl 

3. ) Hydrophobe Restc L. F. 1, Y, M. A an PoslUon 3.4 odcr 5 

4. ) Polare/geladenc Reste an Position 4. 5. 6. 7. 8 Oder 9 

5. ) Hydrophobe Reste L. F. A, Y an PosiUon 1 1. 12 oder 13 
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Tabelle 50a: 



pTJ^.DRS-Motiv 



Sehr Stark 



, 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M tS ie 17 



gNDlNKNiDEQMp 
EELQLLvEqYY 
LGFLAdAM rF 
TItKq EY V 
YLYAM GV P 
H K V H V h p 
V M a M k q 

F n S a 

Y K r 

V H 
H 
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Tabelle 50b: 

Inteipretation: 
HiA-DRg-Motiv 

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 il 12 13 14 15 16 17 18 19 20 



D 


D 


R 


R 


R 


R 


H 


R 


£ 


£ 


K 


N 


N 


N 


D 


£ 


N 


H 


n 


Q 


q 


d 




c 


H 


K 




K 






Q 






H 




K 










L 


L 


L 


L 


L 


I 






y 


V 


Y 


M 












■ I 


I 














M 


V 














r 


r 













■ .... V 

Demnach haben naturllche DR5-Uganclen folgende Elgenschaflen: 

1. ) wleDRl ... ; ... .. . 

2. ) WleDRl > '- - . 

3. ) Polare/uberwicgend ncgativ gdadcncRcste N. D. E. H. K an Position 2. 3 

Oder 4 

4. ) Polare/ubcrwlegend posltlv geladcnc Reste R, K N, Q an Position 5. 6, 7 

Oder 8 

5. ) Hydrop-hobc Reste t. Y. V. I. M. F, A an PoslUon 3. 4 oder 5 sowie an 5. 6 

Oder 7 . . ,. .... ; 

6. ) Polare/geladene Reste N. D. E. H. R,.0 an PoslUon 10, 11 oder 12 



wo 94/11738 



- 68 - 



PCr/EP93/e3175 



Literaturstellen 

1. zinkemagel, R.M. & Doherty, P.C., Mature 248, 701-702 

2. il^ilnd. A.B. et al.. Cell 959-968 (1986). 

3. Bjorkman, P.J. et al., Nf*="^%J25. 512-518 (1987). 

4. RStzschke, O. et al., Kature 348, ^"-254 (1990). 

5. VanBleck, G.M. & Nathenson, S.G., Nature 348, 213-216 

6. G^rei;, T.P.J., Saper, M.A , ^jortean, P.J., Stromin- 
ger, J.L. * Wiley, D.C., Nature 343, 692-696 (1989). 

7. RStzschke, O., Falk, K., W^JJ^y' ^'IJa' ,f ^* ' 
Raimensee, H.-G., Science 249, 283-287 ("SO*; , g 

8. Falk, K., Rotzschke, O. & Raromensee, B.-G., Mature 348, 

9. ilL;orieii?z?^R., Kappler, J., Marrack, P. & Grey H,, 

10. i^tt:^^^y^i^ ip"-, B. . Sette, Mature 

11. l5ork^n:'l!a!^rii., Kature 329, 506-512^(1987) 

12. DeLisi, C. t BerzolBky, J.A., Proc.natn.Acad.Sci.OSA 82, 

13. llitLlll' i^l''i*.aylcr, W.R. EHBO . 7 |3-100 (1988). 
X4. Cornette, J.L., Margaht H DeLrsx, C. * Berzolsky, 

J.A., Meth.Enzym 178, 611-633 (1589). ,296-3300 
Sette, A. et al., Proc.natn.Acad.Scr.DSA 86, 3296-33oa 



15. 
16. 
17. 



ii^ii^ki, J.L., Verdini, A.S., Weber, P.C., Saleaone, 
FR & Co^adin, G., Cell .60, 63-72 (1990). 
Bwtil^" R^thbard, J. Davey, J;, Jones, I. * Townsend, 
A., J.4xp.Med. 165, 1508-1523 (1987). „ ^„ 

18. BjortananT P.J. * Davis, M.M., Cold Sprxng Harb.Syi.?.. 
giant.Biol. 54, 365-374 (1989). 

19. Boulliot, M. et al.. Mature 339, 473-475 (1989). 

20. Frelinger, J.A., ^otch, F.M., Zweerxnk H Waxn, E. * 
McHichael, A. J. , J.ea5>.Med. 172, 827-834 (l»»u). 

21. SchUd? H , RStzschke, O., Kalbacher, H. t Rammensee, 
i!-l.,'sci4nce 247, 1587-1589 (1990). 

22. Townsend, A. et al.. Mature 340, 443-448 ("SJ). 

23. Elliott, T., Townsend, A. & Cerundolo, V., Mature 348, 

24 Je^idoli"??*4t al.. Mature 345, 449-452 (1990). 

25: RO^h? E.; Kuon, W. 4 Ha«merling, G., J.Trans.Proc. 15, 

26. L^ke^^H.I^Baini^rling, G.J. & Hammerling U., Immu- 
nol.Rev. 47, 175-206 (1979). 

27. Ozato, K. & Sachs, D.H., J.l»mun. 126, ^"r^^l ("SI). 

28. Parham, P. & Br6dsky, F.M., Hum.Inamin. 3, 277-299 
f 1981 ) 

29. iaylor] P.M., Davey, J- , Howland, K., 5°|hbard, J.B. & 
Askonas, B.A., Immunogenetxcs 26, 267-272 (19«/). 



wo 94/11738 



69 - 



PCr/EP93/03I7S 



32. 

33. 

34. 

35. 
36. 



30 Braciale, T.J. et al., J.exp.Med. 166, 678-692 (1987). 

^^x^: rr.^asiie-?:£.r^^^^^^ 

ItJlVl'] ii-iiie, T.a. . Ennis, ..... F^.B 2. 
^^aisS!^J.L., Pala P.J ^-f tini, JX. * Corradin, 

37. X'^i^^^^^^M^^ 

A., J.ex^..Med. 168, 559-570 (1988). 
41. Carbone, F.R. i Bevan, M.J., J.exp.Med. 

i"S2i;her, T.N.M. et al.. Cell 62, 563-567 ("90).^ 
walker, B.D. et al., Proc.natn. Acad. Sex. USA 86, 9514 

?^ich;"!!'AcMichael, A. * Rothbard, J., J.exp.Med. 168, 

koff, S.J. & Strominger, J.I..r Proc.natii.Acad.Scx.DSA 
86, 8936-8940 (1989). 

Clavene, J.M. et al., Eur. J.mmnm. 18, 1547-1553 
illlVk. et al., J.exp.Med. A4, 425-434 (1991). 



42. . 

43. Walker, _B.p 

44. 
45. 



46. 
47. 



wo 94/11738 



- 70 



PCT/EP93/03175 



P at entansprfiche 

1. Verfahren zur Bestinoming von allelspezifischen Peptidmo- 
tiven auf MolekQlen des Major Histocompatibility Complex 
(MHC) der Klassen I oder II, wobei man 

(a) durch Zellauf schluB von Zellen, die MBC-Molekule 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Moleldile mit den darauf befindlichen Peptidmi- 
schungen durch Immanpr&ripitation aus dem Zellex- 
trakt abtrennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-MolekUlen und sonsti- 
gen Proteinbestandteilen abtrennt, 

(d) einaelne Peptide oder /und ein Gemisch davon aequen- 
ziert, und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus 
der Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der 
Sequenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das 
allelspezif isehe Peptidmotiv ableitet, 

dadur.ch gekennzeichnet, 
daB man Peptidinotivc auf MolekQlen bestimmt, die aus der 
Gruppe, bestehend aus HIA-Al, HIA-A3, HIA-All, HIA-A24, 
HLA-A31, HLA-A33, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B*2702, 
HLA-B*3501, HLA-B*3503, HLA-B37, HLA-B38, HLA-B*3901, 
HLA-B*3902, HIA-B*5101, HLA-B*5102, HLA-B*5103, HLA- 
B*S201, HLA-B58, HLA-B60, HLA-B61, HLA-B62, HLA-B78, 
HLA-C%^*0301, HIA-C%f*0401, HLA-Cw*0602, HLA-Cw*0702, 
HLA-CW4, HLA-CW6, HLA-Cw7, HLA-DRB1*0101, DRB1*1201, 
HLA-DR4W14, HLA-DR17, HLA-DRw52, HLA-DPw2, HLA- 
DPB1*0401, ELA-DQB1*0301, HLA-DQwl, ELA-DRl, ELA-DR3 und 
BLA'^DRS ausgewShlt sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

da durch gekennzeichnet, 
daB man ftir die Immunprazipitation AntikSrper verwendet, 
die fur MHC-MolekSle spezifisch sind. 
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3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzcichnet, 
daB man Festphasen-gebundene AntikSrper verwendet, 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprfiche, 
dadurch gekennzeichnetr 
daB die Abtrcnnung der Peptidmischungen von HHC-MoleWi- 
len und sonstigen Proteinbestandteilen chromatographisch 
erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet^ 
daS die Abtrennung fiber Reverse Phase-HPLC erfolgt, 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung in einem Trifluoressigsaure/HjO-Tri- 
f luoressigsSure/Acetonitril-Gradienten erf olgt . 

7. Peptidmotiv, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 6 • 

8. Verwcndung eines Peptidmotivs nach Anspruch 7 bei einem 
Verfahren 2ur Herstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels- 

9. Verwendung nach Anspruch 8 fUr den diagnostischen Wach- 
veis von MHC-Molekiilcn* 

10. Verwendung nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein Peptide das einem Peptidmotiv entspricht, 
mit einer Markierungsgruppe, insbesondere einer Biotin- 
Oder einer Fluoreszenzgruppe koppelt. 
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11. Verwendung nach Anspruch 9 £Ur die TherApie von StSrun- 
gen des immunsy steins oder von Tumorerkran3cungen. 

12. Verwendung nach Anspruch 11 ftir die Therapie von Autoim 
munkrankheiten, TransplantatabstoGungen odcr/und Graft- 
versus-Host-Reaktionen . 

13. Verwendung nach Anspruch 8 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 
daQ ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, K- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen 
Gruppen, insbesondere auch lipophilen Peptid-Helices 
kovalent verkupft wird- 

14. Verwendung nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die lipophile bzw. an?>hiphile Gruppe Tripalmitoyl-S 
glycerylcysteinyl-serylserin ist. 
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2/2 

FIG. 2 1 .8-11 
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C DOCUMENTS OONSIDERED TO BE RELEVANT — 








MevBitlodUmNo. 


X 


PEPTIDES: CHEMISTRY AND BIOU»GY. ^ 
PROCEEDINGS OF THE 12TH. AMERICAN PEPTIDE 
SYMPOSIUM. 21 June 1991 » CAMBRIDGE , 
MASSACHUSETTS, USA 
pages 832 - 834 

OLAF ROTZSCHKE ET AL. •Sequence motifs of 
peptides eluted from MHC nolecules are 
allele specific' 
see the whole document 

-/^ 


1-14 
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